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 RESUMO 
A leucemia linfoblástica aguda (LLA) é a neoplasia com maior prevalência na 
infância. Melhorias muito expressivas no prognóstico da doença têm sido 
apresentadas nas últimas décadas, alcançando-se taxas de cura em torno de 90% 
em alguns casos. No entanto, a doença ainda apresenta mau prognóstico em 
pacientes adultos ou menores de um ano. A compreensão das neoplasias tem sido 
reinterpretada à luz do advento da epigenética como uma nova área do 
conhecimento. Constituindo um padrão de herança informacional que não depende 
de alterações na cadeia primária de DNA, a epigenética tem aberto o caminho para 
novas possibilidades de tratamento do câncer. As metiltransferases de lisina, em 
particular, têm estado em foco devido aos crescentes relatos de envolvimento na 
regulação da expressão de oncogenes ou genes supressores de tumor, bem como 
devido ao desenvolvimento de fármacos cujos alvos são estas mesmas enzimas. A 
família de metiltransferases SETD possui alguns membros que já foram descritos 
como tendo relacionamento com o câncer. No entanto, SETD4 ainda carece de mais 
profunda caracterização. Nesse sentido, este trabalho teve como objetivo descrever 
o perfil de transcrição de SETD4 em amostras clínicas de aspirado de medula óssea 
por meio de qPCR e verificar a sua relação com a leucemogênese por meio de 
análise de correlação com fatores clínicos e com a transcrição de outros genes. 
Também foi realizada uma análise exploratória de dados de expressão e transcrição 
disponíveis em bancos de bioinformática on-line. Foi verificado que SETD4 
encontra-se com transcrição aumentada no grupo de amostras clínicas neoplásicas 
em relação às amostras não-neoplásicas de nossa coorte, exibindo aumento 
transcricional de cerca de 5.4 vezes. Durante o tratamento quimioterápico, os 
pacientes exibiram redução da transcrição da metiltransferase, revelando correlação 
com a queda no número de linfoblastos na medula óssea no 29° dia de indução 
quimioterápica. SETD4 teve sua transcrição fortemente correlacionada com a de 
duas outras metiltransferases: SETMAR e SMYD2. Foi detectada transcrição 
aumentada de SETD4 em dados obtidos por microarranjo e RNA-seq de outras 
neoplasias em plataformas disponíveis de dados públicos. Além disso, amplificações 
e deleções de número de cópias do gene parecem influenciar negativamente a 
sobrevida dos pacientes de leucemia mieloide aguda, e câncer de estômago, 
enquanto o nível aumentado de transcrição parece ter o mesmo efeito em LLA. 
 Também verificamos que SETD4 apresenta mutações no domínio SET e Rubs-subs-
bind que têm o potencial de impactar sua função enzimática. Juntos, estes 
resultados apontam para essa metiltransferase como uma enzima que pode ter um 
papel importante na leucemogênese e demais processos de carcinogênese, 
constituindo um atraente alvo terapêutico e farmacológico. 
 
Palavras-chave: SETD4; neoplasias; leucemia-linfoma linfoblástico de células 
precursoras; epigenética; metiltransferases 
 ABSTRACT 
Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is the most prevalent cancer in childhood. Very 
significant improvements in the prognosis of the disease have been made in recent 
decades, with cure rates being achieved around 90% in some cases. However, the 
disease still has poor prognosis in adult patients or children with less than one year. 
The understanding of cancer has been reinterpreted in the light of the advent of 
epigenetics as a new area of knowledge. Constituting a pattern of informational 
inheritance that does not depend on changes on primary chain of DNA, epigenetics 
has opened the way to new possibilities of cancer treatment. Lysine 
methyltransferases, in particular, have been in focus due to the increasing reports of 
its involvement in the regulation of oncogene or tumor suppressor gene expression, 
as well as to the development of drugs targeting those same proteins. The SETD 
methyltransferase family has some members who have been described as being 
related to cancer. Despite all these efforts, SETD4 still lacks deeper characterization. 
Therefore, this study aimed to describe SETD4 transcription profile in clinical 
samples of bone marrow aspirate by qPCR and to assess its relationship with 
leukemogenesis by means of correlation analysis with clinical factors and 
transcription of other genes during chemotherapy. An exploratory analysis of data 
available at online bioinformatics platforms was also performed. It was found that 
SETD4 transcription is upregulated in the neoplastic group of clinical samples relative 
to non-neoplastic samples, exhibiting an increase of approximately 5.4 times. During 
chemotherapy, patients exhibited reduced methyltransferase transcription, showing 
correlation with the decrease in the number of lymphoblasts in the bone marrow. 
SETD4 was highly correlated with the transcription of two other methyltransferases: 
SETMAR and SMYD2. Upregulated transcription of SETD4 was detected in data 
obtained by microarray and RNA-seq of other neoplasias in public data platforms. 
Moreover, gene copy number amplifications and deletions seems to have a negative 
influence on survival of acute myeloid leukemia and gastric cancer patients while 
upregulation of transcription in ALL seems to have the same effect. We also verified 
that SETD4 presents mutations in SET and Rubs-subs-bind domains that may have 
an impact on its enzymatic function. Together, these results point to this 
methyltransferase as an enzyme that may play a role in leukemogenesis and other 
 carcinogenesis processes, constituting an attractive therapeutic and pharmacological 
target.  
Keywords: SETD4; neoplasms; precursor cell lymphoblastic leukemia-lymphoma; 
epigenetics; methyltransferases 
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1.1 LEUCEMIA LINFOBLÁSTICA AGUDA 
Leucemia é o nome dado às neoplasias do tecido hematopoiético que 
acometem primariamente a medula óssea. De acordo com a linhagem celular de 
origem, a leucemia é classificada como mieloide ou linfoide, e de acordo com o 
curso da doença, a leucemia é classificada como sendo crônica ou aguda, de 
maneira que há quatro tipos principais de leucemia: a leucemia mielóide crônica 
(LMC), a leucemia mielóide aguda (LMA), a leucemia linfoblástica crônica (LLC) e a 
leucemia linfoblástica aguda (LLA) (1). 
A LLA constitui uma neoplasia que emerge de células precursoras de 
linfócitos e é agrupada em dois grandes tipos: a doença de células B (B-LLA), que 
não inclui a leucemia/linfoma de Burkitt, um tumor de células maduras, e a de 
células T (T-LLA) (2–4). Com um pico de incidência na faixa etária entre 2 a 5 anos 
de idade (excetuando-se o subtipo com rearranjo de MLL), a LLA é tida como a 
neoplasia infantil mais comum, contabilizando cerca de um quarto de todos os casos 
de câncer infantil (3,5). Desta parcela, a B-LLA e as leucemias de linhagens mistas 
compreendem 85% e a T-LLA entre 10 a 15% dos casos (3). 
No passado, pacientes de LLA eram vítimas de um prognóstico ruim, 
apresentando índices de sobrevivência tão pequenos quanto 10% na década de 
1960 (6,7). Felizmente, este cenário mudou muito com o passar dos anos e a 
melhora nos cuidados de suporte que os seguiram. Desde a identificação de 
aberrações cromossomais por técnicas citogenéticas convencionais, o advento de 
novas tecnologias como o sequenciamento de nova geração (do genoma e do 
transcriptoma), microarranjos, a hibridização fluorescente in situ (FISH), detecção de 
alterações epigenéticas e de número de cópias de DNA, possibilitou a detecção de 
subtipos da neoplasia caracterizados por alterações cromossomais grosseiras ou 
por aquelas alterações genéticas de nível submicroscópico, as quais foram 
reconhecidas como importantes fatores de prognóstico (3–5). Assim, desenvolveu-
se uma estratificação de risco e terapias ajustadas ao contexto genético do paciente. 
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Adicionalmente, houve o desenvolvimento de tratamentos quimioterápicos 
multiagentes e o reconhecimento do sistema nervoso central e dos testículos como 
“santuários leucêmicos” (sítios que apresentam maior risco de recaída), 
possibilitando o direcionamento de terapias a estes locais (8,9). Juntos, todos estes 
fatores tem contribuído para a melhora da sobrevida dos pacientes de LLA, obtendo-
se índices de cerca de 90% de cura em registros mais atuais (6,7,10) e mudando-se 
o quadro de pacientes com fatores antes considerados de risco, tais como o sexo 
masculino e a raça negra (4,11). 
Atualmente, muitos subtipos de B-LLA estão bem estabelecidos e 
relacionados a estratificação de risco, enquanto, para T-LLA, são definidos quatro 
grandes subtipos. Para a última, aberrações citogenéticas não tem relação 
confirmada com diferentes prognósticos. 
 
1.1.1 Subtipos de LLA e alterações citogenéticas específicas 
Aberrações citogenéticas são uma característica comum em LLA e têm sido 
conhecidas há décadas. As translocações estão presentes em grande parte dos 
casos e é provável que representem aqueles eventos iniciadores pré-leucêmicos, 
havendo a necessidade de um evento adicional para o aparecimento da leucemia 
propriamente dita. Sabe-se, devido a estudos com gêmeos monozigóticos e estudos 
com teste de Guthrie, que estas alterações têm uma origem pré-natal na maioria dos 
casos (12,13). Junto com as alterações de número de cromossomos, elas 
constituem fatores que determinam o prognóstico da doença e possibilitam uma 
estratificação de risco. Seguem abaixo os principais subtipos de LLA. 
 
1.1.1.1 Fusão ETV6-RUNX1 
ETV6-RUNX1, antes conhecido como TEL-AML1, é o gene de fusão 
resultante da translocação entre a banda 13 do braço curto do cromossomo 12 e a 
banda 22 do braço longo do cromossomo 21. Esta é a mais frequente alteração 
citogenética encontrada em casos de B-LLA, correspondendo a cerca de 25% deles, 
e representa um marcador de bom prognóstico (14). Sabe-se também que, por si só, 
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a t(12;21)(p13;q22) não provoca o aparecimento de leucemia sozinha, de modo que 
são necessárias mutações adicionais para tanto (13,15). 
 
1.1.1.2 Fusão BCR-ABL1 (Cromossomo Filadélfia) 
A translocação entre o cromossomo 9 e o 22 (q34; q11.2) provoca a fusão 
dos genes BCR e ABL1, formando o chamado “cromossomo Filadélfia” e gerando 
uma proteína quinase quimérica constitutivamente ativada, de modo que sinais de 
proliferação são liberados constantemente nestas células. Pacientes com esta 
alteração apresentavam prognóstico ruim, mas com o desenvolvimento dos 
inibidores de tirosina-quinase esse cenário melhorou bastante (16). Este subtipo 
ocorre com baixa frequência em crianças, mas contabiliza aproximadamente um 
quarto dos casos em adultos. Em aproximadamente 80% dos casos de B-ALL BCR-
ABL1+, o gene IKZF1 encontra-se deletado (4). 
 
1.1.1.3 Fusão TCF3-PBX1 
A translocação entre o cromossomo 1 e o 19 (q23;p13) foi inicialmente 
descrita em 1984 por Carrol e colaboradores como um marcador de prognóstico ruim 
pacientes de B-LLA (17). Esta alteração provoca a fusão dos genes TCF3 (também 
chamado de E2A) e PBX1, sendo que o primeiro codifica dois fatores de transcrição, 
ELSPB1 e TCF3, envolvidos no processo de maturação de células B e o segundo é 
um gene homeobox que aparenta ser expresso em todos os tecidos, menos em 
células B e T. As consequências desse evento são a expressão não fisiológica de 
PBX1, a trans-ativação de diversos genes e a produção de um fenótipo maligno (18). 
Apesar da descrição inicial sombria, hoje esta alteração foi quase excluída do rol de 
estratificação de risco devido a ótima resposta à terapia atual (17). 
 
1.1.1.4 Rearranjo de MLL 
Os rearranjos de MLL (mixed-lineage leukemia; também conhecido como 
KMT2A) são mais incidentes em bebês com menos de 1 ano de idade, conferem um 
prognóstico sombrio e podem ocorrer em várias formas como t(4;11), t(11;19) e 
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t(9;11), por exemplo (19). O gene MLL situa-se no locus cromossômico 11q23 e 
codifica uma metiltransferase de lisina, capaz de regular a expressão de outros 
genes. A concordância de quase 100% em gêmeos monozigóticos indica que essa 
alteração ocorre ainda no desenvolvimento intrauterino do feto e que, ainda, pode 
ocorrer metástase transplacental de um feto para o outro (4). As translocações de 
MLL envolvem vários parceiros diferentes (20) e têm em comum a desregulação de 
genes pertencentes ao cluster HoxA. Na maior parte dos casos, DOT1L é 
necessária para que essa desregulação ocorra (21,22). 
 
1.1.1.5 Subtipo com Hiperdiploidia e subtipo com Hipodiploidia 
Williams e colaboradores identificaram em 1982 o número de cromossomos 
como um fator importante de predição de prognóstico em LLA (23). Desde então, a 
hiperdiploidia tem sido reconhecida como um marcador de bom prognóstico e 
geralmente envolve ganho dos cromossomos 4, 10, 14, 17 e 21 (24,25). Pacientes 
com hipodiploidia têm prognóstico sombrio e contabilizam aproximadamente 3% dos 
casos de B-LLA. Essas alterações, no entanto, não provocam sozinhas o 
aparecimento de leucemia em modelos experimentais, de maneira que hoje está 
estabelecido que mutações submicroscópicas adicionais são necessárias em caráter 
cooperativo para o aparecimento da doença e aquisição de resistência a agentes 
quimioterápicos (5,26).  
 
1.1.1.6 Subtipos de alto risco 
1.1.1.6.1 LLA De Precursores Jovens De Células T 
 As células destas neoplasias exibem um perfil de expressão genética que é 
semelhante ao de precursores jovens do timo. Coerentemente, essas células 
cancerígenas acabam por possuir potencial de diferenciar-se em múltiplas 
linhagens, incluindo a mielóide e a linfóide. No entanto, apresentam um 
imunofenótipo distinto (CD1a-; CD8-; CD5 fraco; expressão de marcadores de 
células mielóides e tronco). Genes envolvidos com o desenvolvimento 
hematopoiético, receptores de citocinas e sinalização RAS, e modificações de 
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cromatina também se encontram alterados. Cerca de 12% dos pacientes com T-LLA 
são afetados por este subtipo (3,4). 
Os pacientes deste subtipo de T-LLA sofrem de um prognóstico muito pobre, 
ainda que passando por transplantes, mas alternativas de tratamento como uma 
quimioterapia mais intensa incluindo asparaginase pegilada e dexametasona, 
terapias direcionadas a perfis de expressão característicos de células mielóides e 
terapias epigenéticas podem representar uma melhora neste quadro (3). 
  
1.1.1.6.2 LLA Semelhante a BCR-ABL1+ 
 Este subtipo é caracterizado por alterações de expressão em IKZF1 (4), um 
fenótipo característico do subtipo BCR-ABL1+. Embora, não expresse a proteína de 
fusão BCR-ABL1, muitos pacientes desta doença exibem vários rearranjos 
envolvendo tirosina-quinases como ABL e PDGFR e respondem ao tratamento com 
Imatinib e Dasatinib. Outros genes que podem apresentar-se afetados por rearranjos 
são JAK, EPOR, CRLF2, sendo os dois primeiros responsivos à inibição de JAK e o 
último presente em 50% dos casos deste subtipo. O prognóstico para esta doença, 
infelizmente ainda é pobre (3). 
 
1.1.1.6.3 LLA associada a Síndrome de Down 
Pacientes com síndrome de Down apresentam cerca de 20 vezes mais chance de 
desenvolver LLA. O prognóstico é pobre, uma vez que eles apresentam também 
maior taxa de recaída e de mortalidade relacionada ao tratamento. Ainda é incerto 
como o cromossomo 21 extra presente nos indivíduos com síndrome de Down 
influencia a sua susceptibilidade à LLA, no entanto regiões nos cromossomos 
sexuais foram identificadas como apresentando deleções submicroscópicas que 
afetam o gene CRLF2 (3). 
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1.2 EPIGENÉTICA E CÂNCER 
1.2.1 Epigenética 
Aproximadamente todas as células de um organismo possuem o mesmo 
material genético. Contudo, sabemos que em um mesmo indivíduo coexistem 
diversas e numerosas linhagens celulares com características bastante distintas e 
que são especializadas em determinadas funções. Em humanos, podemos citar - a 
título de exemplo - os hepatócitos e os fibroblastos, que embora tendo a mesma 
carga genética, são especializados em funções distintas: o primeiro em 
processamento de nutrientes e substâncias nocivas, e o segundo em formação de 
tecidos de sustentação. Esses também diferem morfologicamente e 
fisiologicamente. Tal diversidade só pode existir devido à possibilidade de expressão 
diferencial dos genes, isto é, a capacidade das células de ativar a expressão de 
determinados genes enquanto reprime a de outros (21,27). 
A expressão dos genes é dirigida primariamente pela ligação de fatores de 
transcrição a promotores e enhancers relacionados (21). Todavia, a conformação 
física da cromatina - que pode ser mais condensada (heterocromatina) ou menos 
condensada (eucromatina) - tem o potencial de tornar tais sequências menos ou 
mais acessíveis, respectivamente, à ação desses fatores. 
Devido ao seu grande tamanho, a molécula de DNA associa-se a proteínas 
para formar um polímero denominado cromatina, que se dobrando sobre si mesmo, 
diminui o espaço que ocupa. Este alto grau de compactação no interior de células 
eucarióticas só pode ser atingido devido à estrutura básica da cromatina ser formada 
por nucleossomos. Estes são corpos formados pelo enovelamento da dupla-fita ao 
redor de octâmeros de histonas a uma periodicidade de aproximadamente 147 pares 
de bases (28). 
Histonas são pequenas proteínas altamente conservadas entre eucariotos e 
que são compostas por um domínio globular e uma cauda N-terminal não 
estruturada. Existem cinco tipos básicos de histonas: H1, H2A, H2B, H3 e H4. 
Na porção interior do nucleossomo, o octâmero de histonas é composto por 
um tetrâmero de H3 e H4 e dois dímeros H2A-H2B, donde sobressaem as caudas 
amino-terminais de cada proteína seguindo as fendas menores geradas pela torção 
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das duplas-hélices em torno de seus próprios eixos. A histona H1 estabiliza o 
nucleossomo e promove a ligação internucleossomal (28,29). 
Devido à sua protrusão para fora do nucleossomo, as caudas N-terminais das 
histonas estão sujeitas a ação de enzimas capazes de marcá-las com modificações 
pós-traducionais (PTM’s, do inglês post-translational modification) (30,31). Sabe-se 
que estas marcações têm, por diferentes mecanismos, o potencial de facilitar ou 
diminuir o acesso de fatores de transcrição às regiões promotoras dos genes, de 
maneira que regulam a expressão destes. Dentre as primeiras alterações 
epigenéticas descobertas estão alterações moleculares no DNA por fatores 
específicos, como a inserção de um grupamento metil a um nucleotídeo, que confere 
diferentes possibilidades de expressão gênica. Tais modificações nos componentes 
da cromatina, juntas com a compactação dela em eucromatina ou heterocromatina e 
os níveis disponíveis de fatores de transcrição, estabelecem o cenário para a 
existência da expressão diferencial dos genes. 
Além dos fatores capazes de adicionar modificações, existem aqueles que 
podem ler essas modificações e outros cuja função é retirá-las. Enzimas como essas 
são conhecidas como “escritores”, “leitores” e “apagadores”, respectivamente (30). 
Dado este contexto, sabemos que as alterações epigenéticas são reversíveis e que, 
portanto, essas enzimas podem ser consideradas como instrumentos para a 
alteração intencional da expressão gênica (30). 
Na literatura, existem numerosos relatos de que os padrões de expressão 
gerados por essas modificações são herdáveis ao longo das divisões celulares. 
Assim, foi reconhecida a existência de uma herança informacional, à parte da 
genética, que não depende de alterações na sequência primária de DNA. A este 
forma de herança convencionou-se chamar epigenética - etimologicamente “acima 
da genética” (21,27). 
Diversos mecanismos epigenéticos já foram descritos, dentre os quais e além 
dos já mencionados, podemos citar a expressão de variantes histônicas, a ação de 





1.2.1.1 Metilação de DNA 
A descoberta de que o DNA pode ser metilado remonta à década de 40 do 
século passado e a descrição de sua relação com a regulação gênica se deu por 
meados da década de 80, de maneira que este foi um dos primeiros mecanismos 
epigenéticos a serem descritos e relacionados com o câncer e permanece até hoje 
como tendo sido o mais extensivamente estudado (32–35). Em eucariotos, somente 
resíduos de citosina podem ser metilados, dando origem ao nucleotídeo 5-
metilcitosina. Essa reação é catalisada pelas enzimas metiltransferases de DNA 
(DNMT’s) e se dá, geralmente, em resíduos CpG (Citosina-fosfato-Guanina). O 
genoma humano apresenta sítios com grande concentração destes dinucleotídeos, 
as chamadas ilhas CpG (CGI’s, do inglês CpG islands), que podem ser encontradas 
principalmente em promotores de genes, mas também em corpos gênicos e regiões 
intergênicas (30,36,37). 
A metilação de DNA está envolvida em várias situações naturais de inibição 
da transcrição como o imprinting, a inativação do cromossomo X e o silenciamento 
de sequências repetitivas (37), de maneira que tem sido vista por muito tempo como 
uma marcação para a repressão transcricional. Certamente existem muitas 
evidências de que CGI’s metiladas nas regiões promotoras realmente apresentam 
relação inversa com a transcrição das sequências contidas à jusante, mas outras 
evidências apontam para um efeito contrário da metilação de CGI’s nos corpos de 
genes, o que tem levado à revisão desta visão em direção a um papel dependente 
do contexto (30,36). É questionado também se a metilação de DNA não seria um 
reforço para assegurar o caráter já reprimido, por outros mecanismos, de um 
segmento gênico (36). 
Um modelo aceito para a metilação de DNA consiste em que duas enzimas – 
DNMT3A e DNMT3B –, em combinação com uma terceira, DNMT3L, sejam 
responsáveis pela metilação de novo, enquanto a enzima DNMT1 é responsável 
pela marcação de fitas-filhas após a replicação de DNA, com o fim de manter o 
status de metilação. Adicionalmente, sabe-se que a desmetilação, além de poder 
ocorrer de forma passiva (como já era aceito por muito tempo), também pode ocorrer 
ativamente pela ação de enzimas desmetilases e glicosilases de DNA (30,36). 
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Desde a década de 70 do século passado, é conhecido que, além da 5-
metilcitosina, existe também a variação 5-hidroximetilcitosina em células de 
mamíferos. No entanto, até hoje foram descritas ainda mais três variantes: 5-
formilcitosina, 5-carboxilcitosina e 3-metilcitosina. As enzimas Ten-Eleven 
Translocation (TET) foram confirmadas como as responsáveis pela oxidação da 5-
metilcitosina e conversão em 5-hidroximetilcitosina e podem estar relacionadas com 
a produção das outras variantes também. Embora pouco se saiba a respeito do 
papel de cada uma dessas formas, é provável que sirvam como algum tipo de 
sinalização para a ligação de determinados fatores, podendo inclusive ter influência 
na metilação de histonas, outro tipo de mecanismo epigenético (35,38). 
A metilação de DNA tem sua importância biológica destacada pelo 
conhecimento de que ondas de reprogramação geral dos padrões de metilação são 
realizadas durante a gametogênese e após a fertilização, uma vez que erros nesses 
processos podem alterar a expressão de genes importantes, como aqueles sob 
influência de imprinting, e trazer consequências sérias para o indivíduo em 
desenvolvimento (39,40). Adicionalmente, a perda de metilação global 
(principalmente em sequências repetitivas, conduzindo à instabilidade genômica; e 
em promotores de proto-oncogenes) e o ganho de metilação em regiões específicas 
do genoma (principalmente em promotores de genes supressores tumorais) de 
células é atualmente reconhecida como uma das principais marcas do câncer. 
 
1.2.1.2 Alterações pós-traducionais em histonas 
1.2.1.2.1 Acetilação de Histonas 
A acetilação de histonas - realizada pelas enzimas acetiltransferases de lisina 
(KAT’s, do inglês lysine acetyltransferases) e contrabalanceada pela ação das 
deacetilases de histona (HDAC’s, do inglês histone deacetylases) - consiste na 
adição de uma porção acetil ao grupo ε-amino de resíduos de lisina histônicos (41). 
As KAT’s utilizam como cofator a acetilcoenzima A (Acetil-coA) e são 
agrupadas em três famílias: GNAT (nominada assim devido aos membros Gcn5 e 
ScKAT2), MYST (nome devido às iniciais dos membros MOZ, Ybf2/Sas3, Sas2 e 
Tip60) e p300/CBP. Em contraste, as HDAC’s são divididas em cinco classes: I, IIa, 
10 
 
IIb, III (Sirtuínas) e IV, sendo que as classes I, II e IV utilizam cofatores metálicos e 
produzem acetato e lisina como produtos, enquanto as Sirtuínas fazem uso do 
cofator dinucleotídeo de nicotinamida e adenina (NAD+) e produzem nicotinamida, 
2’-O-acetil-ADP-ribose (OAADPr) e lisina como produtos (31,41). 
Já em 1964, Allfrey e colaboradores pensaram na possibilidade deste tipo de 
alteração influenciar a síntese de RNA (42). Desde então a pesquisa a respeito 
dessas alterações tem crescido muito devido à constatação de que essas 
alterações, além de regularem a expressão gênica, são reversíveis e altamente 
dinâmicas, tendo inclusive relação com o ciclo circadiano e o envelhecimento (43–
45). No entanto, este mecanismo não é exclusivo de histonas; a acetilação de 
proteínas não-histonas tem sido detectada com frequência recentemente. A enzima 
GCN5, por exemplo, é uma acetiltransferase cujo substrato é a proteína PPARGC1A 
e o efeito de sua ação é inibitório (32). O envolvimento de acetiltransferases com o 
câncer também é conhecido. Um exemplo é a observação de que 15% dos casos de 
ALL com hiperdiploidia têm recaída e a maioria destes casos apresenta mutações no 
domínio acetiltransferase de CREBBP; e camundongos heterozigotos para uma 
mutação em CREBBP apresentam alta incidência de tumores hematopoiéticos (47). 
 Devido ao reconhecimento da relação entre a acetilação de histonas e a 
carcinogênese, inibidores de acetiltransferases de histonas (HAT’s, do inglês histone 
acetyltransferases) e HDAC’s têm sido desenvolvidos com o fim de verificar se a 
inibição destas enzimas poderia ter algum efeito positivo para o tratamento do 
câncer. Um exemplo é a molécula C646, que possui ação específica sobre p300 e é 
capaz de suprimir a proliferação de linhagens celulares de melanoma e câncer de 
pulmão. É interessante observar que existem inibidores naturais de HAT’s, entre os 
quais podemos citar o ácido anacárdico (extraído da castanha do caju), o garcinol 
(isolado da planta Garcinia indica) e a curcumina (obtida a partir do açafrão-da-índia) 
(46,47). 
 
1.2.1.2.2 Metilação de Histonas 
As histonas – proteínas responsáveis pelo empacotamento e enovelamento 
do DNA – também podem ser metiladas, a partir da adição de um grupamento metil, 
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oriundo de um doador S-adenosil-L-metionina (SAM), aos seus grupos ε-amino 
presentes em resíduos de lisina e arginina nas caudas N-terminais (41,47–49). 
Essas alterações estão relacionadas a estados diferenciados de expressão gênica: 
sabe-se que a metilação de histonas é um mecanismo mais complexo que a 
acetilação, produzindo diferentes efeitos – repressão ou aumento da expressão – 
dependendo do resíduo aminoácido e da histona onde ocorre a metilação e do grau 
de metilação (resíduos de lisina podem ser mono, di ou trimetilados, enquanto 
resíduos de arginina podem ser mono ou dimetilados). Tal constatação associada a 
observações referentes a outras modificações pós-traducionais em histonas levaram 
à formulação da hipótese do código de histonas, que prevê que essas alterações 
epigenéticas são interpretadas pela célula e definem parâmetros biologicamente 
importantes em uma maneira análoga ao que ocorre com o código genético (50–52). 
 Corroborando esta hipótese, observa-se que geralmente a metilação em 
H3K4, H3K36 e H3K79 estão associadas à ativação transcricional, enquanto a 
metilação em H3K9, H3K27 e H4K20 associam-se à repressão transcricional 
(21,30). 
As enzimas capazes de adicionar esta marcação são chamadas 
metiltransferases de histona. No entanto, devido a muitos trabalhos terem 
demonstrado que essas mesmas enzimas são capazes de metilar outras proteínas 
não-histonas, existe uma tendência em chamá-las de metiltransferases de proteínas 
(53). 
Quase todas as metiltransferases de lisina possuem um domínio catalítico 
comum de aproximadamente 130 aminoácidos chamado SET (Supressor of 
variegation, Enhancer of zeste [E(z)] e Trithorax), que lhes confere a atividade 
metiltransferase. Excetua-se a família dot/DOT1L, capaz de metilar a lisina 79 da 
histona 3 e cujos níveis tem sido ligados a manutenção dos telômeros e regiões 
repetitivas de DNA (54,55). 
A família SET de proteínas, encontrada em todos os eucariotos estudados até 
hoje, pode ser dividida por especificidade de substratos. Assim, temos aquelas 
proteínas específicas para metilação em H3K4, H3K9, H3K27, H3K36, H3K79 e 
H4K20, além daquelas proteínas com substratos não-histona, como provavelmente 




1.2.1.3 Outros Mecanismos Epigenéticos 
Vários outros tipos de PTM’s já foram descritos: a fosforilação, a 
ubiquitinação, a sumoilação, a biotinilação, a citrulinação, a ADP-ribosilação, a β-N-
glicosilação, a isomerização, a crotonilação, a formilação, a propionilação e a 
butirilação Além destes, os RNA’s não codantes como os miRNA’s (que incluem os 
iRNA’s, os shRNA’s, os snoRNA’s e os piRNA’s) e os lncRNA’s são discutidos como 
possíveis fatores epigenéticos. A expressão de variantes histônicas também tem 
grande importância na fisiologia celular envolvendo processos como a inativação do 
cromossomo X (30,56,57). 
 
1.2.1.4 Alterações Epigenéticas no Câncer 
 A visão clássica do câncer é de um conjunto de doenças causadas por 
aberrações genéticas em genes supressores tumorais ou proto-oncogenes capazes 
de gerar um fenótipo celular caracterizado por proliferação sem limites, imortalidade 
celular, evasão da apoptose, a capacidade de extravasar barreiras naturais 
invadindo tecidos adjacentes e formação de metástases, em um conjunto conhecido 
como hallmarks of cancer (58). Contudo, sabe-se que mecanismos epigenéticos são 
capazes de regular a expressão gênica e servem como uma camada extra de 
regulação. Assim, alterações epigenéticas também são capazes de participar no 
processo de carcinogênese. Já é reconhecido que as células cancerígenas 
compartilham perda global de metilação do DNA associado ao ganho desta 
alteração em regiões específicas do genoma (57,59). Ademais, mutações em genes 
codificadores de proteínas de efeito epigenético também têm sido descritas em 
associação com o câncer. Relatos envolvendo neoplasias e a família de 
metiltransferases NSD (nuclear receptor binding SET domain containing) têm sido 
publicados. Localizada na região do genoma hemizigoticamente deletada na 
Síndrome de Wolf-Hirschhorn, WHSC1 (também conhecido como NSD2 ou MMSET) 
é uma metiltransferase capaz de metilar a lisina 36 da histona 3 (H3K36) que já foi 
relacionada à proliferação de mieloma múltiplo e descrita como apresentando 
expressão diferencial no contexto do câncer, com aumento em tecidos neoplásicos 
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em relação a suas contrapartes normais. Como mencionado anteriormente, 
rearranjos envolvendo MLL são responsáveis por um subtipo de LLA de prognóstico 
muito pobre. No entanto, essa não é a única metiltransferase envolvida com este 
subtipo. DOT1L é uma proteína que, embora sendo capaz de realizar a adição de 
um grupamento metil, não possui o domínio SET. Em alguns desses casos de LLA, 
DOT1L é determinante para a leucemogênese, sendo recrutada pelos parceiros de 
MLL e necessária para a desregulação da expressão de genes críticos pertencentes 
ao cluster HoxA (21,60). Efetores epigenéticos também já foram descritos como 
metilando proteínas não histonas e regulando a ação destas, a exemplo do que 
ocorre com o clássico supressor tumoral p53, alvo de metilação por SETD8, SMYD2 
e SETD7 (61). 
 
1.2.1.5 Metiltransferase SETD4 
 O gene SETD4 encontra-se no locus 21q22.13, transcreve um mRNA de 
3001pb e codifica uma proteína metiltransferase de lisina de 440aa. Além do 
domínio catalítico SET, a enzima contém um domínio Rubisco LSMT substrate-
binding (Rubs-subs-bind) que provavelmente confere à enzima a capacidade de 
ligar-se ao substrato (Figura 1). Quatro isoformas são preditas pela base de dados 
Protein do Centro Nacional para Informação em Biotecnologia dos EUA (NCBI, do 
inglês National Center for Biotechnology Information) e também quatro são preditas 
pela base de dados UniProt. No entanto, apenas três parecem ser compartilhadas 
pelas duas bases. 
 Faria e colaboradores publicaram em 2013 a primeira caracterização da 
proteína quanto aos aspectos de estrutura, localização celular, expressão e relação 
com o câncer de mama (62). Neste trabalho, os autores observaram que em MDA-
MB 231 SETD4 é expressa no citosol e no núcleo celular, porém com diferentes 
padrões de distribuição, de maneira que é possível que ela tenha diferentes alvos 
em cada compartimento. Além disso, a estrutura de SETD4 é bastante semelhante a 
de SETD3. No entanto, o principal achado do artigo foi o de que a expressão da 
metiltransferase estava aumentada em linhagens de câncer de mama triplo-
negativas. Ao realizar o knock-down da enzima, os autores verificaram uma 
diminuição na viabilidade de células MDA-MB 231 e na formação de colônias por 
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elas, que não foi causada por morte celular, mas por meio de uma parada do ciclo 
celular na fase G1. Quando os níveis de ciclina D1 foram checados, constatou-se 
que estavam reduzidos nessas células, de maneira que SETD4 pode ter um papel 
na regulação do ciclo celular, especificamente na transição G1/S; no 
desenvolvimento do câncer de mama; e talvez de outras neoplasias. 
SETD4, assim como SETD3 e SETD6, é classificada como uma 
metiltransferase de classe VII, ou seja, provavelmente não tem como alvo uma 
histona, mas outras proteínas (62,63). 
 Outro dado interessante sobre a proteína vem de um estudo realizado no 
contexto do carcinoma hepatocelular (HCC, do inglês hepatocellular carcinoma), um 
tipo de câncer conhecido pela sua insensibilidade ao tratamento com o 
quimioterápico Sorafenib. Ao realizarem uma procura por genes responsáveis pela 
sensibilidade ao Sorafenib com o uso de iRNA’s, Li e colaboradores observaram que 
o knock-down de SETD4 em células da linhagem HepG2 as torna novamente 
sensíveis ao quimioterápico (64). 
 Dado o fato de que a literatura a respeito desta proteína é escassa e que os 
poucos artigos que trazem relatos a envolvendo mostram evidências de que ela 
possa ser um gene regulador do ciclo celular e da sensibilidade a quimioterápicos, 
se faz necessária uma caracterização mais profunda de SETD4 com vistas a 
verificar o seu potencial como alvo terapêutico e questões como a sua relação com a 
carcinogênese, bem como sua função no tecido normal e seus respectivos 




Figura 1. Estrutura do gene, transcrito e proteína SETD4. Na estrutura gênica (superior), os éxons 
são representados por barras e os íntrons por uma linha preta. Na estrutura do transcrito (meio), os 
éxons são representados da mesma maneira, porém a linha representa as regiões não traduzidas do 
primeiro e último éxons. Na estrutura da proteína são representados a cadeia de aminoácidos pela 
linha preta e os dois domínios proteicos principais: SET e Rubs-subs-bind. Imagem adaptada de Faria 






2.1 OBJETIVO GERAL 
Verificar se os níveis da metiltransferase SETD4 encontram-se 
diferencialmente expressos em leucemia linfoblástica aguda e, se houver, analisar o 
impacto dessa alteração na sobrevida de pacientes dessa doença, bem como 
estudar sua relação com outras enzimas e realizar levantamento dos dados desta 
proteína em linhagens celulares, tecido normal e tumoral, que estejam disponíveis 
em bancos de dados online. 
 
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
Os objetivos específicos do projeto consistiram em: 
1.  Avaliar o perfil de transcrição de SETD4 em amostras clínicas de aspirados 
de medula óssea de pacientes de LLA por meio de ensaios de expressão 
diferencial baseados em RT-qPCR do RNA extraído ao diagnóstico e durante 
o tratamento quimioterápico, e também por meio de análise exploratória de 
dados de expressão gênica disponíveis em bancos de dados online; 
 
2. Verificar a importância prognóstica de SETD4 no contexto da LLA através de 
análise de sobrevida dos pacientes estratificados por categoria de nível da 
transcrição deste gene; 
 
3. Realizar uma análise exploratória de dados disponíveis referindo-se à 
metiltransferase SETD4 no contexto de diversas outras neoplasias, 
disponíveis nos repositórios on-line de bioinformática, que possam 
complementar os dados do primeiro objetivo, bem como as descrições já 






3.1 AMOSTRAS CLÍNICAS DE LLA, ENSAIO DE RT-qPCR E ANÁLISE DE 
SOBREVIDA 
 A obtenção das amostras e dos dados clínicos dos pacientes encontra-se 
descrita no trabalho de Sakamoto e colaboradores (65,66). Brevemente, aspirados 
de medula óssea de pacientes com LLA (n = 83) foram obtidos ao diagnóstico, com 
livre e esclarecido consentimento dos responsáveis (o projeto envolveu apenas 
crianças), no Hospital da Criança de Brasília José Alencar. O tratamento 
quimioterápico destes pacientes seguiu o protocolo do Grupo Brasileiro de 
Tratamento da Leucemias na Infância (GBTLI-93) para aqueles pacientes com B-
LLA enquanto o protocolo Berlim-Frankfurt-Munique foi utilizado para os pacientes 
com T-LLA. Ao 15º e 29º dias de quimioterapia foram obtidos aspirados de medula 
óssea de 15 desses pacientes. Dados referentes a datas de nascimento, do 
diagnóstico, do último follow-up e da morte, além de leucometria e percentual de 
linfoblastos neoplásicos na medula óssea foram registrados (estes dois últimos 
procedimentos foram realizados com auxílio de uma hematologista consultada). 
Utilizamos como controle, medula óssea não neoplásica obtida de um grupo de 
pacientes com púrpura trombocitopênica idiopática (n = 8). O estudo, bem como os 
formulários de consentimento, foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da 
Fundação de Ensino e Pesquisa em Ciências da Saúde (CEP-FEPECS) sob o 
protocolo 555/11 e número de aprovação no Sistema Nacional de Ética em Pesquisa 
(SISNEP) 0528.0.013.012-11. O RNA das amostras foi extraído com TRIzol® (Life 
Technologies) e por meio de RT-qPCR com primers específicos para os genes 
SETD4 (gene de interesse) e ACTB (fator de normalização) foi feita a amplificação 
do cDNA. A quantificação relativa dos níveis de transcrição de SETD4 foi feita 
utilizando-se o método definido pela equação: 
Eq. 1: RQ = 2-∆∆Cq 
Em que ∆Cq corresponde à subtração dos valores de Cq (ciclo de quantificação) das 
amostras para o gene ACTB dos valores de Cq para o gene SETD4, enquanto ∆∆Cq 
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corresponde à subtração da média dos ∆Cq das amostras não neoplásicas a partir 
dos valores de ∆Cq das amostras de LLA. A análise de sobrevida foi conduzida em 
software Prism© (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, EUA) e utilizou o estimador 
de Kaplan-Meier, o teste de Log-Rank para comparar as curvas e o teste de Mantel-
Haesnzel para obtenção da taxa de risco (HR, do inglês hazard ratio). Com exceção 
desta última análise, todos os dados referentes a esta coorte foram analisados para 
significância estatística no software R, considerando-se um p < 0.05 como 
significativo. Os testes utilizados foram o teste não-paramétrico de Mann-Whitney 
para diferença de médias e o teste de Spearman para testar correlações. Os 
gráficos também foram gerados no mesmo software. 
  
3.2 ANÁLISE EXPLORATÓRIA DE DADOS DE REPOSITÓRIOS ON-LINE DE 
BIOINFORMÁTICA 
 Boxplots resumindo dados de transcrição de SETD4 em LLA obtidos por 
microarranjo foram acessados por meio da plataforma OncoMineTM 
(www.oncomine.org<http://www.oncomine.org>, Junho de 2016, Thermo Fisher 
Scientific, Ann Arbor, MI, EUA) e foram adaptados utilizando-se os pontos máximo e 
mínimo, e os percentis 10, 25, 50, 75 e 90 disponíveis na versão OncoMineTM 
Research Edition. Para a busca foram utilizados os seguintes parâmetros de 
pesquisa: “SETD4” (gene), “cancer vs. normal analysis” (para tipo de análise) e 
“acute lymphoblastic leukemia” (tipo de câncer). Dados de microarranjo também 
foram obtidos por meio do banco de dados específico para leucemias Bloodspot 
(67). Informações sobre a anotação de sondas de microarranjo Affymetrix e suas 
respectivas qualidades foram obtidas no banco GeneAnnot 
(http://genecards.weizmann.ac.il/geneannot/, Instituto de Ciência Weizmann) (68). A 
plataforma cBioPortal (http://www.cbioportal.org) foi acessada (69,70), e as 
neoplasias que possuíam dados tanto de sobrevida quanto de alterações de número 
de cópias foram analisadas. Todos os estudos com dados de sobrevida disponíveis 
no portal em Junho de 2016 foram analisados, exceto o estudo de sarcoma gerado 
pelo The Cancer Genome Atlas (TCGA), pois ainda está em moratória. O teste de 
log-rank foi aplicado para verificar diferenças entre as curvas e o teste de log-rank 
para tendências foi aplicado para verificar a existência de tendência através dos 
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diferentes escores de alterações de número de cópias (CNA’s, do inglês copy-
number alterations). A plataforma Tumorscape (Broad Institute, Harvard e MIT; 
http://www.broadinstitute.org/tumorscape) foi acessada para obtenção de dados a 
respeito de picos de amplificação ou deleção envolvendo o gene SETD4. A 
plataforma Cancer Cell Line Encyclopedia (CCLE; Broad Institute, Harvard e MIT) 
também foi acessada para obtenção de dados de transcrição gênica em linhagens 
celulares neoplásicas (71). Todas as análises e gráficos de dados obtidos nestas 
plataformas foram feitos em software R, exceto os gráficos de sobrevida obtidos 






4.1 EXPERIMENTOS COM AMOSTRAS CLÍNICAS 
4.1.1 SETD4 Apresenta Aumento de Expressão em Amostras de LLA Infantil 
 
Com o fim de obter o perfil de transcrição de SETD4 em amostras clínicas de 
aspirados de medula óssea provenientes de pacientes com LLA e de pacientes não 
neoplásicos, foi realizado um experimento de RT-PCR quantitativa a partir do RNA 
extraído de tais amostras. Os dados foram comparados entre os grupos após 
análise por meio do cálculo de quantificações relativas obtidas pela equação 1 
utilizando-se o gene ACTB como fator de normalização. A caracterização de nossa 
coorte pode ser verificada na Tabela 1. 
 O grupo de amostras leucêmicas mostrou maiores níveis de transcrição de 
SETD4 em relação ao grupo não neoplásico (teste U de Mann-Whitney, p < 0.01) e 
foi observada uma diferença de 5.48 vezes (Figura 2). 
Em nossa pesquisa por dados de microarranjo na plataforma OncoMineTM 
encontramos três estudos envolvendo LLA, sendo que apenas um deles realizava 
uma comparação entre amostras com este tipo de leucemia e amostras de medula 
óssea normal (n = 6; Figura 3). Neste estudo, observamos que independentemente 
da sonda utilizada, os níveis de SETD4 mostraram-se elevados em LLA, seja de 
células B (n = 85) ou T (n = 11), sendo a diferença observada estatisticamente 
significativa (todos os valores de P foram menores que 0.001). No segundo estudo 
foram obtidos valores de intensidade em LLA e em células mononucleares do 
sangue periférico (PBMC’s, do inglês peripheral blood mononuclear cells), sendo 
que duas das três sondas utilizadas apontaram maiores níveis dos transcritos no 
primeiro grupo. O terceiro estudo avaliou estes mesmos níveis utilizando como 
controle hematogônias CD10+ e CD19+, não achando diferença estatisticamente 
significativa. 
Também foi realizada uma pesquisa no banco de dados Bloodspot e foram 
encontrados dados de transcrição de SETD4 em amostras de LLA (n = 750) e em 
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amostras normais de medula óssea provenientes de um estudo de microarranjo (72) 
(n = 73) que, embora presente na plataforma OncoMineTM, não tinha dados de 
medula óssea saudável disponíveis nessa mesma plataforma. Para as três sondas 
utilizadas, SETD4 foi detectado com expressão significativamente elevada nas 
amostras de LLA (P < 0.05; Figura 4). O banco Gene Annot é mantido pelo Instituto 
de Ciência Weizmann e, sendo integrado ao banco de informações sobre genes 
GeneCards, provê dados específicos de sondas de microarranjo Affymetrix que 
auxiliam na avaliação da qualidade das anotações das mesmas, de maneira que é 
possível verificar a possibilidade de erro na associação entre um gene e uma sonda. 
Os níveis de qualidade variam entre 6 e 1 e seguem os seguintes critérios providos 
pelo próprio Gene Annot: 
1. Sondas foram alinhadas a um mRNA, que foi associado a um 
GeneCard via Ensembl ou Entrez Gene; 
2. Sondas foram alinhadas a um mRNA, que foi associado a um 
GeneCard via GeneLoc. Isto é, as coordenadas genômicas do mRNA 
foram obtidas a partir da Universidade da Califórnia Santa Cruz (UCSC) e 
o GeneLoc foi usado para gerar um link para uma entrada no GeneCards, 
quando pelo menos um exon registrado no GeneLoc exibia sobreposição 
com as coordenadas da UCSC; 
3. Sondas foram alinhadas a um mRNA, que atualmente não pode ser 
associado a um GeneCard; 
4. Um conjunto de sondas sem um mRNA correspondente. A anotação foi 
feita baseada no identificador (ID) de cluster do UniGene (nominalmente 
aquele cluster que contém a entrada EST – Expressed Sequence Tag – 
de onde o conjunto de sondas foi derivado; somente clusters com um título 
descritivo foram considerados). O ID do cluster da UniGene foi obtido 
usando a anotação provida pela Affymetrix e não por comparação direta 
de sequência; 
5. Anotação dada pela Affymetrix contém uma identificação Entrez Gene 
que foi usada para associar o conjunto de sondas a um GeneCard; 




Interessantemente, embora a sonda 230899_at tenha detectado a menor diferença 
entre as amostras neoplásicas e aquelas normais, ela é a única das três sondas que 
exibe nível de qualidade 4 (o terceiro pior) no banco, enquanto as outras duas 
exibem o mais alto nível de qualidade de anotação. 
 Alguns fatores clínicos são implicados como determinantes de pior sobrevida 
entre pacientes de LLA. Para saber se os níveis de SETD4 exibiam alguma 
influência sobre estes fatores, categorizamos os pacientes em alta expressão ou 
expressão basal e realizamos o teste de chi-quadrado contra os fatores idade, 
número de leucócitos, imunologia, e translocações cromossomais recorrentes 
(Tabela 2). Verificamos que para nenhum dos fatores o valor de p foi 
estatisticamente significativo. No entanto, para o fator número de leucócitos, o valor 
de p se aproximou bastante de 0.05. 
 
Figura 2. Expressão de mRNA de SETD4 obtida por RT-qPCR em amostras leucêmicas 
comparadas a amostras de medula óssea não-neoplásicas. Representação em boxplot da 
quantificação dos níveis de transcrição de SETD4 por RT-PCR quantitativa nas amostras de medula 
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óssea de pacientes com LLA (n = 83) e de pacientes sem neoplasia (n = 8) que participaram deste 
estudo. Eixo X, tipo de amostra (LLA ou não neoplásica), Eixo Y, valor da quantificação relativa (RQ) 
para SETD4 depois da normalização com ACTB (escala logarítmica). Com base na distribuição 
normal logarítmica dos níveis de expressão de SETD4, 13 amostras representadas por círculos foram 
definidas como outliers (círculos preenchidos) de acordo com a regra de rotulamento de outliers. 
 
 
Figura 3. Expressão de mRNA de SETD4 obtida pela plataforma de dados de 
microarranjo OncomineTM. Boxplots representando intensidade do sinal obtido por microarranjo com 
sondas específicas para SETD4 (IMAGE_2016901 e IMAGE_1903067) a partir da hibridização com 
mRNA extraído de amostras de medula óssea normal (n = 6) e de LLA. Superior, T-LLA (n = 11), 




Figura 4. Níveis de transcrição de SETD4 obtidos por microarranjo em amostras de LLA e de 
medula óssea normal. Os dados referem-se a níveis de intensidade luminosa detectados por três 
sondas de microarranjo diferentes e transformados em unidades de Log2. Círculos representam 




Tabela 1 - Características clínicas da coorte ao diagnóstico e quimioterapia pós-indutória 
Características n (%) 
Todos 83 
Gênero  
    Masculino 43 (51.8%) 
    Feminino 40 (48.2%) 
Idade  
    < 1 ano 1 (1.2%) 
    1-9 ano 53 (63.9%) 
    > 10 ano 29 (34.9%) 
Leucócitos (por µL)  
    < 50000 46 (57.4%) 
    > 50000 34 (42.5%) 
Imunologia  
    Pró-B 3 (3.7%) 
    Pré-B/comum 67 (81.7%) 
    T-LLA 12 (14.6%) 
Grupo de Risco  
    Alto 72 (86.7%) 
    Baixo 11 (13.3%) 
Translocações cromossomais recorrentes  
    Sem translocações recorrentes 55 (66.3%) 
    t(12;21) 18 (21.7%) 
    t(1;19) 8 (9.6%) 
    t(9;22) 1 (1.2%) 
    t(4;11) 1 (1.2%) 
Status da medula óssea ao D15 da terapia  
    < 5% blastos 52 (62.7%) 
    5-25% blastos 24 (28.9%) 
    > 25% blastos 7 (8.4%) 
Status da medula óssea ao D29 da terapia  
    < 5% blastos 77 (93.9%) 
    5-25% blastos 4 (4.9%) 
    > 25% blastos 1 (1.2%) 
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Tabela 2 - Fatores clínicos estratificados por categoria de expressão de SETD4 






Idade Favorável 38 9 0.1407 
Desfavorável 24 12  
Número de 
leucócitos 
> 50000 17 8 0.0683 
< 50000 38 6  
Imunologia B 52 19 0.4569 






22 6 0.5626 
Sem 
translocação 
40 15  
* Análise estatística por teste χ² 
 
4.1.2 A Expressão de SETD4 Diminui Durante a Quimioterapia, Bem Como o 
Número de Células Leucêmicas 
 
 Com o fim de verificar se os níveis de transcrição de SETD4 diminuem com o 
seguimento da quimioterapia, foram realizados ensaios de RT-PCR quantitativa a 
partir do RNA extraído de aspirados de medula óssea de 15 pacientes dentre os 83 
pacientes de LLA anteriores, retiradas após os dias 15 e 29 do tratamento 
quimioterápico. Os valores de Cq obtidos foram analisados mediante quantificação 
relativa utilizando-se a equação 1 e novamente o gene ACTB como fator de 
normalização. 
 Dentre estes 15 pacientes, 11 apresentaram redução de expressão de SETD4 
no dia 15 do tratamento quimioterápico em relação aos níveis observados ao 
diagnóstico. Entre as quatro exceções, encontraram-se os dois únicos pacientes 
classificados como tendo expressão basal de SETD4 dentre os 15 analisados. Com 
exceção do paciente 96 (classificado no grupo de transcrição basal), que apresentou 
níveis mais altos, todos os outros apresentaram redução da transcrição de SETD4 
no dia 29 em comparação com o diagnóstico (Figura 5A). 
O efeito esperado de um tratamento quimioterápico é a diminuição do fardo 
neoplásico, ou seja, da quantidade de células neoplásicas. Sabendo que SETD4 foi 
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encontrado mais transcrito em LLA que em células não neoplásicas de medula 
óssea, a quantidade de células leucêmicas na medula óssea daqueles 15 pacientes 
foi avaliada também no 15º dia e no 29º dia de quimioterapia com o fim de verificar 
se poderia ser observada alguma relação entre a transcrição de SETD4 e o fardo 
leucêmico. Todos os pacientes analisados mostraram redução no número de células 
leucêmicas de forma gradual entre o diagnóstico, o dia 15 e o dia 29. No dia 15º dia, 
13 dos 15 pacientes (~86.67%) apresentaram número maior que 5% de células 
leucêmicas, indicando que não houve remissão, enquanto nos pacientes 315 e 322 
houve indício de remissão. No entanto, ao 29º dia, o número de pacientes sem 
indicativo de remissão caiu para apenas 2 (96 e 310; Figura 5B). Ao realizarmos o 
cálculo da correlação de Spearman não foi observada correlação significativa entre 
os níveis de expressão de SETD4 e a quantidade de células leucêmicas na medula 
óssea no 15° dia de indução quimioterárpica (rho = 0.201). Entretanto, observamos 
leve correlação entre a queda na expressão de SETD4 e a queda no número de 
células leucêmicas no 29° dia de indução quimioterapica (rho = 0.444; Figura 5C). 
Após esta análise, percebemos que havia um paciente com comportamento 
discrepante dos demais. Ao trata-lo como um outlier e retirá-lo da análise de 






Figura 5. Transcrição de SETD4 em amostras de pacientes de LLA comparada à diminuição do 
fardo leucêmico durante a quimioterapia. A, Níveis de transcrição de SETD4 em 15 pacientes com 
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LLA nos dias 15 (cinza escuro) e 29 (cinza claro) do tratamento quimioterápico. Os números abaixo 
das barras referem-se ao registro dos pacientes, asteriscos denotam categorização no grupo de 
transcrição basal de SETD4. B, Percentual de células leucêmicas na medula óssea ao diagnóstico 
(cinza escuro) e nos dias 15 (cinza claro) e 29 (branco) do tratamento quimioterápico. Os números 
abaixo das barras referem-se ao registro dos pacientes, asteriscos denotam categorização no grupo 
de transcrição alta de SETD4. C, Gráficos de dispersão mostrando a correlação entre os níveis de 
transcrição de SETD4 e a quantidade de células leucêmicas na medula óssea no dia 15 (esquerda) e 
no dia 29 (direita) do tratamento quimioterápico. D, Gráficos de dispersão anteriores desconsiderando 
o paciente 310. Coeficientes de correlação de Spearman (rho) são mostrados no canto inferior direito 
dos gráficos em C e D. 
 
4.1.3 Os Níveis de Transcrição de SETD4, SETMAR e SMYD2 Estão 
Correlacionados Durante o Tratamento Quimioterápico 
 Considerando que no estudo anterior desenvolvido por Sakamoto et al. 
(2014), que utilizou a mesma coorte do presente estudo, foi descrito um perfil de 
expressão de SMYD2 em LLA semelhante ao que observamos para SETD4 e 
também como um fator de mau prognóstico nessa doença, realizamos a análise da 
correlação de Spearman para os níveis de transcrição dos dois genes nos 15 
pacientes avaliados ao 15º e 29º dias de quimioterapia com o fim de verificar se 
SETD4 e SMYD2 poderiam compartilhar alguma relação biológica. 
Surpreendentemente, uma correlação de 0.925 foi encontrada entre eles nos dois 
momentos do tratamento quimioterápico (Figura 7). 
 Em estudo preliminar de Sakamoto e colaboradores, foi relatado também 
aumento substancial na expressão de SETMAR em amostras de LLA em relação a 
controles não leucêmicos (Figura 6; dados não publicados). Levando isso em 
consideração, foi realizada a mesma análise entre SETD4 e SETMAR e foi 
encontrada também uma alta correlação de 0.87 no dia 15 e de 0.97 no dia 29. 
Também computamos o nível de correlação entre SETMAR e SMYD2, que foi de 





Figura 6. Expressão de mRNA de SETMAR em amostras leucêmicas comparadas a amostras 
de medula óssea não-neoplásicas. Representação em boxplot da quantificação dos níveis de 
transcrição de SETMAR por RT-PCR quantitativa nas amostras de medula óssea de pacientes com 
LLA (n = 83) e de pacientes sem neoplasia (n = 8) que participaram deste estudo. Eixo X, tipo de 
amostra (LLA ou medula óssea não neoplásica), Eixo Y, valor de RQ para SETMAR depois da 
normalização com ACTB (escala logarítmica). Com base na distribuição normal logarítmica dos níveis 
de expressão de SETMAR, 12 amostras representadas por círculos foram definidas como outliers 





Figura 7. Correlação entre a expressão de SETD4, SMYD2 e SETMAR durante o tratamento 
quimioterápico. Gráficos de dispersão mostrando a correlação existente entre a expressão dos três 
genes em amostras de medula óssea de 15 pacientes no dia 15 (esquerda) e 29 (direita) da 
quimioterapia. Todas as correlações foram estatisticamente significativas com p < 0.01. 
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4.1.4 Análise de Sobrevida em Pacientes com LLA 
 Com o fim de verificar se SETD4 poderia ser um marcador prognóstico 
significativo em LLA, foi conduzida uma análise de sobrevida incluindo aqueles 
mesmos pacientes, levando-se em consideração a categoria de expressão de 
SETD4 na qual foram alocados (Figura 8). O estimador de Kaplan-Meier foi utilizado 
para a construção das curvas de sobrevida (uma para o grupo de transcrição basal e 
outra para o grupo de alta transcrição). O teste log-rank apontou que as curvas são 
significativamente diferentes (P = 0.0018) e o grupo de pacientes com alta 
transcrição exibiu sobrevida mediana de 610 dias. Não pudemos calcular a 
sobrevida mediana do outro grupo, uma vez que o número de mortes foi menor que 
a mediana dos pacientes neste grupo. O tempo de acompanhamento do estudo foi 
de 1355 dias. 
 
Figura 8. Análise de sobrevida em pacientes de LLA estratificados por categoria de expressão 
de SETD4. Os pacientes foram categorizados em expressão basal (n = 62, linha cinza) ou expressão 
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alta (n = 21, linha preta) e suas curvas obtidas pelo estimador de Kaplan-Meier são comparadas. HR 
= riscos proporcionais de Cox. 
4.2 ANÁLISES EM BANCOS DE DADOS 
4.2.1 Análise de sobrevida com dados do cBioPortal de pacientes 
estratificados por alterações de número de cópias (CNA’s) 
 Com a finalidade de determinar se a variação na expressão de SETD é um 
fenômeno comum no agravamento do câncer, foi realizada pesquisa de dados de 
sobrevida na plataforma cBioPortal para várias neoplasias diferentes. Foram 
avaliados estudos que incluíam tanto dados de sobrevida como dados de alterações 
de número de cópias de SETD4. Estes compreenderam a dados de pacientes de 
leucemia mieloide aguda, câncer de bexiga, carcinoma urotelial de bexiga, 
carcinoma invasivo de mama, carcinoma de esôfago, carcinoma de células 
escamosas de cabeça e pescoço, adenocarcinoma de pulmão, carcinoma de células 
escamosas de pulmão, cistadenocarcinoma seroso de ovário e adenocarcinoma de 
estômago. Foi utilizado o estimador de Kaplan-Meier. Dentre todas as análises 
realizadas, a que mostrou maior diferença entre os pacientes estratificados por 
CNA’s foi a feita sobre os dados de leucemia mieloide aguda. Neste caso, 
amplificações ou ganhos de número de cópias de SETD4 parecem promover o 
progresso da doença enquanto aqueles pacientes com deleções exibem uma 





Figura 9. Curvas de sobrevida em pacientes de várias neoplasias estratificados por categoria 
de CNAs em SETD4. A sobrevida foi analizada com o estimador de Kaplan-Meier e os pacientes 
foram categorizados nos seguintes grupos de CNAs: amplificação/ganho, diplóide (para SETD4) e 
deleção (deleção ou deleção profunda). As curvas foram comparadas com o teste de Log-Rank e os 
valores de P são mostrados no gráfico. Dados obtidos através do cBioPortal. 
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4.2.2 Análise de dados de transcrição de SETD4 no The Human Protein Atlas 
A plataforma The Human Protein Atlas contém informações de transcrição 
(obtidas por RNA-seq) gênica, de expressão proteica (obtidas por 
imunohistoquímica) e de sublocalização celular (obtidas por microscopia confocal) 
específicas para cada gene pesquisado e no contexto de diferentes neoplasias e 
também em tecidos normais (há inclusive uma integração com os dados de RNA-seq 
de tecidos normais disponíveis na plataforma GTEx Portal, também utilizada neste 
estudo). Os dados de RNA-seq são normalizados pelo tamanho do gene e pela 
profundidade da leitura de sequenciamento, obtendo-se valores de FPKM 
comparáveis entre si (fragments per kilobase of exon per million fragments mapped). 
Em todos os tecidos analisados, SETD4 mostrou-se transcrito. No entanto, os 
maiores níveis de mRNA foram encontrados nos testículos (2.92 vezes maior que a 
mediana de 6.55 FPKM). Os menores níveis foram detectados no fígado, no 
músculo esquelético e no pâncreas (23%, 21% e 15% da mediana, 
respectivamente). Na medula óssea, SETD4 exibiu transcrição de 53% da mediana 
enquanto no cólon os níveis foram de 78% da mediana e o reto apresentou uma 
diferença de 5% a mais que a mediana. 
 Os níveis de proteína SETD4 nos tecidos normais foram observados por 
imunohistoquímica e não mostraram uma relação direta com os níveis de 
transcrição. A marcação foi mediana nos testículos enquanto houve alta marcação 
na medula óssea e em células glandulares do cólon. No fígado houve alta marcação 
de células do duto biliar (nos hepatócitos a marcação foi baixa). Interessantemente, 
os níveis proteicos de SETD4 no córtex cerebral também foram altos, embora este 
seja um tecido marcadamente pouco proliferativo. 
 Quando os níveis de mRNA de SETD4 foram comparados aos observados 
em linhagens celulares de câncer correspondentes, esses se mostraram 
aumentados em 7 dos 13 casos observados (53%) (Figura 10). Interessantemente, 
quando os transcritos de mRNA dos tecidos linfoides foram estratificados de acordo 
com o tipo tumoral, SETD4 evidenciou uma transcrição progressiva, de maneira que 
apresentou transcrição mediana 1.6 vezes maior em linhagens de linfoma, 2.48 
vezes maior em linhagens de mieloma múltiplo e 2.77 vezes maior em linhagens 




Figura 10. Níveis de mRNA de SETD4 em tecidos normais e em linhagens celulares de câncer 
dos respectivos tecidos.  Os níveis estão descritos como FPKM (fragments per kilobase of exon per 
million fragments mapped). Tecidos que possuíam mais de uma linhagem correspondente foram 
comparados à mediana entre as linhagens correspondentes. Branco, tecido normal; Cinza, linhagem 





Figura 11. Níveis de transcrição de SETD4 em medula óssea comparada a linhagens de 
linfoma, de mieloma múltiplo e de leucemia. SETD4 encontra-se progressivamente mais transcrito 
em cada tipo de neoplasia do tecido linfoide. Os níveis estão descritos como FPKM (fragments per 
kilobase of exon per million fragments mapped). 
 
4.2.3 Análise De Dados No Tumorscape 
 A plataforma Tumorscape permite a identificação de regiões com incidência 
de número de cópias maior que aquela esperada como background, os chamados 
picos de amplificação ou deleção. Também é possível saber a frequência de 
amostras que possuem alterações focais (abrangendo regiões menores que um 
braço de cromossomo), globais (abrangem qualquer amplificação ou deleção 
daquele gene) e de alto nível (abrangem alterações maiores que uma cópia) do 
gene em questão. Em nenhum dos 14 tipos de câncer disponíveis na base SETD4 
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foi identificado como focalmente amplificado ou deletado. No entanto, quando 
consideradas todas as neoplasias hematológicas juntas, um pico de amplificação foi 
encontrado entre as bases 33902218 e 46902240 do cromossomo 21. A frequência 
global de amplificação para essa região foi de 0.1831, a frequência focal de 0.01 e a 
frequência de alto nível foi de 0.0558. Apesar disso, um q-valor (taxa de falsas 
descobertas, a probabilidade do gene apenas sofrer alterações na proporção do 
background) de 1.0 e a enorme quantidade de genes envolvidos com este mesmo 
pico (128 genes) diminuem a probabilidade de SETD4 ser um gene 
preferencialmente envolvido com estas alterações. Por outro lado, um pico de 
amplificação em amostras de desordem mieloproliferativa e outro em câncer de 
mama foram identificados. O primeiro corresponde à região entre as bases 
31922227 e 37522096 e o segundo entre as bases 14032696 e 46902240, ambas 
pertencentes ao cromossomo 21. No entanto, pelas mesmas razões anteriormente 
citadas, é improvável que SETD4 seja um gene preferencialmente amplificado 
nessas regiões (Tabela 3). 
 
Tabela 3 -Informações sobre picos de amplificação/deleção abrangendo SETD4 








FGA FFA AAN FGD FFD DAN 
Todos os 
hematológicos 
Chr21:  128 1.0 0.18 0.01 0.06 - - - 
Desordem 
mieloproliferativa 
Chr21: 46 0.352 - - - 0.00 0.00 0.0 
Câncer de 
Mama 
Chr21: 209 1.0 - - - 0.16 0.02 0.0 
* FGA = frequência global de amplificações; FFA = frequência focal de amplificações; AAN = 
frequência de amplificações de alto nível; FGD = frequência global de deleções; FFD = 
frequência focal de deleções; DAN = frequência de deleções de alto nível 
 
4.2.4 Análise de Dados de Expressão na Cancer Cell Line Encyclopedia (CCLE) 
 O Broad Institute (Harvard e MIT) mantém o portal CCLE como uma base de 
dados de expressão gênica gerados por microarranjo de amostras de linhagens 
celulares. Sendo assim, informações a respeito destes modelos para várias 
neoplasias diferentes encontram-se disponíveis. Nesta pesquisa foi verificado que 
dentre todas as linhagens neoplásicas, aquelas que pertencem ao grupo de doenças 
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hematológicas parecem exibir altos níveis de expressão de SETD4 quando 
comparadas às outras (Figura 12). A maior transcrição foi detectada em 
trombocitemia essencial e a menor em oligodendroglioma. 
 
 
Figura 12. Expressão de SETD4 em amostras de várias neoplasias obtidos na Cancer Cell Line 
Encyclopedia. Os dados foram obtidos por microarranjo e mostram as intensidades transformadas 
em escala log2 e normalizadas pelo método robust multi-array average (RMA). A ordenação foi feita 
pela mediana. Linhagens de leucemia e de linfoma estão destacadas em vermelho. 
 
4.2.5 Análise de Dados de Expressão no GTEx Portal 
 A plataforma Genotype-Tissue Expression Portal (GTEx Portal) dispõe de 
dados de transcrição gênica obtidos por RNA-seq post mortem em diversos tecidos 
de corpos humanos e normalizados pelo tamanho do gene e depois pela 
profundidade da leitura de sequenciamento para obtenção de valores de RPKM 
(reads per kilobase of transcript per million mapped reads). A análise de expressão 
diferencial obtida para SETD4 mostra que o tecido que exibe menor quantidade de 
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transcritos é o sanguíneo enquanto o tecido que exibiu maior nível de transcritos 
foram os testículos (Figura 13). A diferença mediana entre os dois foi de 11.121 




Figura 13. Expressão de SETD4 por RNA-seq em diversos tecidos não neoplásicos humanos. 
Os valores correspondem a medidas de RPKM e os tecidos estão ordenados por valor da mediana, 
sendo cada um codificado por cores individuais. 
 
4.2.6 Análise de mutações na plataforma COSMIC e cBioPortal 
 A plataforma Catalogue Of Somatic Mutations in Cancer (COSMIC) oferece 
dados processados de mutações abrangendo vários tipos de tumores. Em relação a 
todas as amostras de tumores disponíveis, a maior proporção de mutações que 
ocorrem em SETD4, representando mais da metade dessa população de dados, é 
de substituição com troca de sentido e, junto com as substituições sinônimas e 
substituições sem sentido, contabiliza mais de 90% de todas as mutações 
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registradas neste gene (Figura 14 e Tabela 4). Seis grupos de dados específicos de 
mutações no contexto da LLA foram encontrados nessa plataforma. No entanto, 
apenas um deles, específico de B-LLA, possuía amostras com mutações em 
SETD4, sendo a proporção destas de 0.9% em relação ao total de amostras (1 
amostra entre o total de 110). A mutação identificada, neste caso, foi p.L425L 
(c.1275C>T). Na plataforma cBioPortal constavam registradas 88 mutações de 
substituição e 9 mutações truncantes (stop códons prematuros) entre as diversas 
neoplasias disponíveis. A mutação mais frequente foi a R14Q, que ocorre fora dos 
principais domínios da proteína, seguida da R90Q, que ocorre dentro do domínio 
SET (Figura 15). Também foram analisados os dados de previsão de impacto das 
mutações na função da proteína, obtidos via Mutation Assessor, também no 
cBioPortal. (Tabela 5). A maior parte das mutações foi descrita no domínio SET e 
dentre estas a maioria foi avaliada como de médio impacto. 
 
Figura 14. Gráfico de pizza ilustrando a proporção das frequências de cada mutação de SETD4. 
Tipos de mutações estão descritos na legenda juntamente com as cores que os representam. 
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Tabela 4 - Mutações de SETD4 registradas na plataforma COSMIC 
Tipo de mutação Número de amostras Proporção (%) 
Substituição sem sentido 5 7.14 
Substituição troca sentido 44 62.86 
Substituição sinônima 17 24.29 
Inserção inframe 0 0.00 
Inserção frameshift 0 0.00 
Deleção inframe 0 0.00 
Deleção frameshift 1 1.43 
Complexa 0 0.00 
Outro 1 1.43 





Figura 15. Diagrama de mutações em SETD4 em amostras de vários tipos de câncer obtido 
pela plataforma cBioPortal. A cadeia proteica de SETD4 é representada na porção inferior com os 
domínios SET e Rubs-subs-bind destacados em verde e vermelho, respectivamente. Círculos indicam 
mutações sobre o local onde ocorrem, eixos indicam a o número registrado das mesmas. Em 
destaque estão as mutações com primeira e a segunda maior frequência, causando a troca de 
aminoácidos R14Q e R90Q respectivamente. Verde escuro, mutação com troca de sentido; preto, 
mutação truncante. 
 
Tabela 5 – Predição de impacto de mutações missense na função da proteína SETD4 com 
informações geradas pelo Mutation Assessor (cBioPortal) 
Impacto Domínio SET Domínio Rubs-
subs-bind 
Outras regiões Total 
Baixo 17 9 11 37 
Médio 27 5 4 36 
Neutro 8 2 4 14 







Dado o crescente número de publicações relacionando a maquinaria 
epigenética com o desenvolvimento do câncer e, em especial, das metiltransferases 
de lisina, neste trabalho visamos caracterizar os perfis de transcrição de SETD4 e o 
seu impacto na carcinogênese, assim como o panorama de mutações, em vários 
tumores, dando um enfoque especial em leucemia linfoblástica aguda. 
O primeiro trabalho a realizar uma caracterização do comportamento de 
SETD4 em um tipo de câncer foi o de Faria e colaboradores em 2013. Os autores 
verificaram que esta proteína se encontra com expressão aumentada em células de 
câncer de mama triplo-negativo e que a diminuição da expressão dessa proteína 
provoca redução da proliferação da linhagem celular MDA-MB 231 (62). Tais 
resultados apontam para um possível papel de SETD4 como regulador da 
proliferação de câncer de mama triplo-negativo. No presente trabalho apresentamos 
uma caracterização do perfil de transcrição de SETD4 em outro tipo de neoplasia, a 
leucemia linfoblástica aguda, além da avaliação da sua importância na 
leucemogênese por meio do acompanhamento dos níveis de transcrição desta 
enzima durante a quimioterapia de pacientes com esta enfermidade. Foi verificado 
que, ao diagnóstico, os níveis de transcrição de SETD4 apresentaram aumento 
mediano de 5.4 vezes em pacientes de LLA quando comparados aos de pacientes 
controle sem leucemia. Este dado foi corroborado pela pesquisa no banco de dados 
OncoMineTM, que mostrou um aumento de SETD4 em amostras de LLA quando 
comparadas a medula óssea normal e, também a células mononucleares do sangue 
periférico e hematogônias.  Finalmente, os dados obtidos na plataforma Bloodspot 
confirmam mais ainda essa observação. É interessante o fato de que mesmo com a 
divisão das amostras pelo subtipo T ou B da doença, a expressão da proteína 
permanece aumentada em relação ao grupo não neoplásico, o que foi observado 
tanto nos dados produzidos por nosso laboratório (dado não mostrado) quanto no 
OncoMineTM. Sakamoto e colaboradores, utilizando a mesma coorte do presente 
trabalho, relataram significativo aumento de SMYD2 nos pacientes com LLA em 
relação aos controles não leucêmicos. Diferença similar foi observada para SETD4, 
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mas com uma correlação de expressão mais significativa ligada à resposta ao 
tratamento, evidenciando que SETD4 representa um novo marcador molecular 
significativo para o acompanhamento da doença. O fato deste aumento de 
expressão ter sido observado em câncer de mama e, agora, em LLA, levantou a 
hipótese de SETD4 ser diferencialmente expresso em outros tipos tumorais e, 
consequentemente, um gene com um possível papel comum no processo de 
carcinogênese em várias neoplasias. Os dados obtidos na plataforma The Human 
Protein Atlas mostram a expressão de SETD4 em linhagens celulares comparada 
com a observada em tecidos normais. Na maioria das linhagens, a enzima exibiu 
níveis de transcrição maiores que as contrapartes teciduais, inclusive no caso da 
comparação entre o tecido de medula óssea com linhagens de células linfoides. É 
possível que SETD4 seja uma proteína com importância na carcinogênese de várias 
neoplasias, e parece que este é o caso especialmente em neoplasias 
hematológicas, como indicam os resultados obtidos na Cancer Cell Line 
Encyclopedia em conjunto com os dados de sobrevida para leucemia mieloide 
aguda obtidos na plataforma cBioPortal. Interessantemente, este não parece ser o 
caso para o linfoma, uma vez que a comparação de dados do The Human Protein 
Atlas entre nódulos linfáticos normais contra linhagens de linfoma, mostrou haver 
menor transcrição de SETD4 nos primeiros. É interessante também a observação do 
caráter progressivo entre as transcrições dessa metiltransferase em medula óssea 
normal e linhagens de linfoma, mieloma múltiplo e leucemia. No entanto, tais 
observações carecem de confirmação por técnicas mais específicas e robustas 
como a RT-qPCR, uma vez que foram obtidas por meio de RNA-seq e microarranjo, 
que são técnicas de alto rendimento, mas que não são tão precisas quanto essa.  
 Com a finalidade de se verificar o impacto da expressão diferencial de SETD4 
na leucemia, a transcrição dessa enzima, bem como o percentual de células 
malignas na medula óssea, foram avaliados ao diagnóstico e em dois momentos 
durante o tratamento quimioterápico dos pacientes de LLA. Embora uma correlação 
significativa entre a queda do fardo leucêmico e a transcrição de SETD4 não tenha 
ficado clara a princípio, foi perceptível que durante o tratamento, os níveis de 
transcritos da proteína sofreram queda, o que parece refletir a maior transcrição 
observada nas células leucêmicas. Além disso, o valor da correlação aumentou do 
dia 15 para o dia 29 e percebe-se a diminuição da dispersão dos dados. 
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Percebemos que o paciente 310 representava um possível outlier e refizemos a 
análise desconsiderando-o, de maneira que obtivemos um índice de correlação 
muito maior. Devido ao pequeno número amostral utilizado nesta pesquisa, é 
necessário que um estudo de maior porte confirme esta tendência. Resultado 
semelhante foi observado por Sakamoto e colaboradores para o gene SMYD2, que 
também teve a transcrição reduzida durante quimioterapia, porém com um 
coeficiente de correlação ligeiramente maior em relação ao fardo leucêmico (R2 = 
0.5) (66). Por outro lado, durante este processo, SETD4 exibiu uma correlação alta 
com a transcrição do SMYD2, sugerindo um possível regulador transcricional 
comum. Muitos cânceres apresentam transcrição elevada de SMYD2 e esta proteína 
já foi relacionada inclusive com a agressividade de câncer de estômago e taxas de 
recorrência nesta doença (66,73–75). Já foi descrito também que SMYD2 pode 
metilar p53 e RB1 (76–78), sendo que quando ele realiza a metilação desta última, 
E2F (um alvo de RB1) fica livre para promover a passagem da fase G1 para a fase S 
do ciclo celular (79). Interessantemente, esta é a mesma transição sobre a qual 
SETD4 exerceria influência no câncer de mama segundo Faria e colaboradores (62). 
Assim, é possível que SETD4 e SMYD2 sejam regulados pelo mesmo fator 
transcricional, mas também é possível que venha a interferir juntamente sobre o 
mesmo fenômeno celular. SETMAR, por sua vez, é uma enzima que possui um 
domínio SET, mas também um domínio Mariner transposase. Ela tem sido 
relacionada ao mecanismo de reparo de junções não homólogas (non-homologous 
end junction, NHEJ) e à prevenção de translocações cromossomais (81). No 
entanto, pouco se sabe ainda a respeito de sua importância no câncer e na 
leucemogênese, em especial. Esta observação da desregulação de SETMAR em 
LLA é de bastante importância e indica a necessidade de realização de estudos 
futuros mais aprofundados sobre a relação desta enzima com a leucemogênese de 
LLA. É interessante que SETMAR também tenha exibido correlação alta com 
SMYD2. 
 Neste trabalho também foi avaliado o impacto de alterações de SETD4 na 
sobrevida de pacientes de câncer. Foi verificado que, em LLA, a transcrição alta 
dessa enzima coincide com um prognóstico pior que o dos demais pacientes. A 
pesquisa na plataforma cBioPortal também revelou que, em outros tipos de câncer, 
amplificações e ganhos de número de cópias de SETD4 parecem influenciar a 
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sobrevida de pacientes com neoplasias. Em leucemia mieloide aguda, em 
adenocarcinoma de estômago e carcinoma de pulmão, amplificações e ganhos de 
SETD4 parecem ter impacto profundo sobre o prognóstico dos pacientes. Embora 
SETD4 não esteja focalmente amplificado ou deletado em nenhuma neoplasia com 
dados disponíveis na plataforma Tumorscape e as CNA’s afetando este gene não 
sejam frequentes, nossos dados mostram que essa enzima representa um marcador 
de pior prognóstico, a exemplo do que ocorre com as translocações de MLL, casos 
pouco frequentes, mas que infelizmente tornam o prognóstico dos pacientes muito 
mais sombrio. 
 O espectro mutacional de SETD4 abrangendo diversas neoplasias, incluindo 
leucemias e tumores sólidos, foi avaliado em duas plataformas, a saber COSMIC e 
cBioPortal. Mutações de substituição com mudança de sentido responderam pela 
maior proporção entre todas as identificadas. Muitas dessas ocorreram no domínio 
SET, responsável por conferir a atividade metiltransferase para a proteína, e 
inclusive têm um impacto médio predito pelo Mutation Assistant. Pode-se especular 
que tais mutações venham a prejudicar a função enzimática normal de SETD4 no 
contexto do câncer, de maneira que seria possível uma desregulação na expressão 
daqueles genes alvo desta proteína. O domínio Rubs-subs-bind, que é responsável 
pela capacidade de muitas proteínas se ligarem ao seu substrato (62,80), sofre com 
algumas mutações de substituição com troca de sentido também. Assim, é possível 
que nesses casos, a enzima não consiga aderir ao seu alvo, prejudicando sua 
capacidade enzimática. Algumas mutações truncantes, ou seja, códons de parada 
prematuros, foram identificadas fora dos dois domínios principais, mas também há 
um registro dentro do domínio Rubs-subs-bind. Em qualquer caso, uma proteína 
incompleta é gerada com alta probabilidade de perda de função. Devido a estes 
possíveis resultados das mutações e seu potencial de influenciar a progressão da 
doença, será muito interessante que novos estudos verifiquem qual seja a função de 
SETD4 em tecidos normais e avaliem quais sejam os impactos de cada uma dessas 
mutações, principalmente as mais frequentes (R14Q e R90Q), na função enzimática 






Os dados do presente trabalho permitem concluir que SETD4 é uma enzima 
cuja transcrição encontra-se aumentada no contexto da leucemia linfoblástica aguda 
e possivelmente também de outras neoplasias, carecendo estas de confirmação por 
técnicas mais precisas como RT-qPCR. Em LLA, este aumento da transcrição de 
SETD4 parece estar ligado a quantidade de células leucêmicas na medula óssea 
dos pacientes, e tem impacto negativo no prognóstico dos pacientes classificados na 
categoria de alta transcrição de SETD4. Além disso, a expressão de SETD4 está 
atrelada à resposta ao tratamento quimioterápico em pacientes com LLA, o que 
evidencia a importância deste gene como um marcador prognóstico importante com 
grande potencial de utilidade clínica.  De forma semelhante, em leucemia mieloide 
aguda, câncer de pulmão e carcinoma de estômago, foi observado que a 
amplificação e o ganho do número de cópias de SETD4 também têm impacto 
negativo na sobrevida. Sabendo que não poucas mutações de médio impacto 
atingem o domínio SET, não seria uma surpresa que a função da proteína ficasse 
prejudicada nestes casos, de maneira que estudos futuros podem de avaliar essa 
possibilidade através de análises de perda ou ganho de função. O desenvolvimento 
de drogas e tratamentos específicos para SETD4 representam um esforço que pode 
vir a ser recompensado com a descoberta de uma nova abordagem para o 
tratamento da LLA, bem como de outras neoplasias. Ademais, a proteína tem sua 
transcrição altamente correlacionada com a de duas outras metiltransferases: 
SMYD2 e SETMAR, de maneira que SETD4 pode compartilhar com a primeira a 
regulação da transição da fase G1 para a fase S do ciclo celular, e talvez até 
compartilhar substratos em vias comuns, influenciando os efeitos decorrentes da sua 
ação. Estudos futuros podem ajudar a desvendar a importância destas correlações, 
bem como lançar luz sobre os impactos das alterações de SETD4 na carcinogênese, 
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Tabela A2 – Valores de P obtidos pela aplicação do teste de 
log-rank para tendências às curvas obtidas pelo cBioPortal 
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